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Opinnäytetyö tehtiin Lappeenrannan teknillisellä Yliopistolla. Työn tarkoituksena oli kehittää 
HPLC–analyysimenetelmä mahdollisimman monen orgaanisen hapon samanaikaiseen 
määrittämiseen. Menetelmää käytettäisiin rutiinianalytiikassa. Menetelmässä käytettiin yh-
disteiden erottamiseen ioniekskluusiokromatografiaa ja detektointiin kahta eri detektoria, UV 
ja RI. Toisena tehtävänä oli tehdä kirjallisuuskatsaus happojen määrittämiseen GC/FID:lla. 
 
Kehitettävä menetelmä optimoitiin ja validoitiin. Validoinnissa tutkittiin toteamis- ja määritys-
rajaa, lineaarista mittausaluetta, spesifisyyttä ja selektiivisyyttä, täsmällisyyttä, tarkkuutta, 
herkkyyttä ja mittausepävarmuutta.  
 
Työssä päädyttiin 16 hapon määrittämiseen. Laskennalliseksi toteamisrajaksi saatiin UV-
detektorilla 0,7 ppm ja määritysrajaksi 2,3 ppm. RI-detektorilla toteamisraja oli 0,8 ppm ja 
määritysraja oli 2,5 ppm. Menetelmän lineaariseksi mittausalueeksi saatiin suurimmalle 
osalle hapoista 10 – 10 000 ppm. Spesifisyys- ja selektiivisyys–tulosten perusteella näyte-
matriisi häiritsee joidenkin happojen määrittämistä. Huono resoluutio ja näytteessä olevat 
epäpuhtaudet aiheuttivat suuria saantoprosentteja, jotka nostivat epävarmuutta. Menetelmä 
oli kuitenkin täsmällinen ja tarkka yksinkertaisella näytteellä.  
 
Validoitu menetelmä vaatii lisää kehittämistä luotettavan kvantitatiivisen 16 hapon määrittä-
miseksi HPLC:lla. Menetelmässä ei ollut laimennuksen ja suodatuksen lisäksi erillistä näyt-
teenkäsittelyä. Näytteenkäsittelyn lisääminen menetelmään voi parantaa tuloksia. 
 
GC:lle löydettiin kolme erilaista ajo-menetelmää happojen määrittämiseksi FID:lla. Menetel-
millä on analysoitu yhteensä 10 happoa, mutta useammankin hapon määrittäminen voi olla 
mahdollista. 
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velop a method that can analyze as many organic acids as possible with HPLC. The method 
would be used in routine analytics. In this method compound were separated using ion ex-
clusion chromatography and detected with two different detectors, UV and RI. The second 
task was to make a literature review to determine acids by GC/FID. 
 
The developed method was optimized and validated. The parameters studied in validation 
were limits of detection and quantification, linearity, specifity and selectivity, precision, ac-
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The word resulted in the determination of 16 acids. Calculated detection limit of 0.7 ppm and 
determination limit of 2.3 ppm was obtained with UV-detector. RI-detector detection limit was 
0.8 ppm and determination limit was 2.5 ppm. Methods linear measurement range were 
majority of the acids 10 – 10 000 ppm. Based on the results of specifity and selectivity sam-
ple matrix interferes the determination of some acids. Weak resolution caused large recov-
ery results that increased measurement uncertainty. However, the method was precise and 
accurate with a simple sample.  
 
Validated method requires more development to be reliable for quantitative determination of 
16 acids by HPLC. The method did not include separate a sample process besides dilution 
and filtering. The results may improve by adding to the method sample process. 
 
For GC there was found three different methods to determinate acids with FID. The methods 
have been used to analyze in total of 10 acids but it may be possible to determine several 
more acids.  
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Opinnäytetyö tehtiin Lappeenrannan teknillisellä Yliopistolla. Mittaukset tehtiin kemian-
tekniikan osastolla analyysikeskuksen laboratoriossa. Analyysikeskuksella on laaja lai-
tevalikoima, joka mahdollistaa erilaisten näytteiden analysoinnin. Se tarjoaa palvelujaan 
tutkimusryhmien ja yhteistyökumppaneiden tarpeisiin.[19]   
Tavoitteena oli luoda menetelmä, jolla voi analysoida mahdollisimman monta happoa 
HPLC:lla. Työssä keskityttiin orgaanisten happojen analyysimenetelmän kehittämiseen. 
Näytteenä käytettiin kahta puuhydrolysaattia, joista toista on muunneltu. Kolmas näyte 
oli tuntematon. Toisena tavoitteena oli tehdä kirjallisuusselvitys mahdollisesta menetel-
mästä happojen määrittämiseksi GC:lla, kun detektorina on FID. 
Aluksi kerrotaan lyhyesti hapoista ja käytettävistä näytteistä. Lisäksi kerrotaan korkean 
erotuskyvyn nestekromatografian ja kaasukromatografin toiminnasta sekä validoinnista 
ja työn kulusta. Lopussa esitetään tulokset ja päätelmät. 
2 Hapot  
Usein hapoista puhuttaessa tarkoitetaan Brønsted–Lowry-happoja, jotka luovuttavat pro-
tonin eli vetyionin H+.[2] Tämä on mahdollista, jos reaktiossa on mukana emäs, joka voi 
ottaa sen vastaan. Reaktiota kutsutaan protolyysireaktioksi, jota alla oleva reaktio ku-
vaa.[20] 
 
Esimerkissä etikkahappo reagoi veden kanssa, jolloin muodostuu asetaatti- ja oksoniu-
mioni.[20] 
Hapot voidaan jakaa epäorgaanisiin ja orgaanisiin happoihin. Orgaaniset hapot ovat or-
gaanisia yhdisteitä, joilla on happojen ominaisuuksia.[2] Tässä opinnäytetyössä keskity-
tään menetelmän kehittämiseen tavanomaisimpien orgaanisten happojen määrittä-
miseksi. Määritettävät hapot ovat taulukossa 1. 
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Viinihappo 2,3 -dihyroksibutaanidihappo 
Voihappo Butaanihappo 
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Näytteinä käytettiin kuumavesiuutettua puuhydrolysaattia ja kuumavesiuutettua puuhyd-
rolysaattia, jota on muunneltu. Näin nähtiin pienen matriisin muutoksen vaikutus mene-
telmän toimivuuteen. Kolmas näyte on merkitty työssä tuntemattomaksi.  
3.1 Puuhydrolysaatti 
Puuhydrolysaatti on liuos, jota saadaan hydrolysoimalla puuta. Kuumavesiuutossa puun 
sisältämistä rakennusaineista hemiselluloosa ja ligniini liukenevat veteen. Selluloosa py-
syy hydrofobisena muuttumattomana.[14] 
3.1.1 Selluloosa 
Selluloosa on pitkäketjuinen polysakkaridi, joka koostuu β-D-glukoosi molekyyleistä. Sel-
luloosa antaa soluseinälle sen lujuuden ja kuidulle vetolujuuden.[15,23] Puussa selluloo-
saa on noin 50 %. Kuvassa 1 näkyy kuinka glukoosimolekyylit liittyvät toisiinsa β-1,4-
sidoksilla.[21] 
 
Kuva 1. Selluloosan glukoosipolymeeriketjua [22] 
Kun β-1,4-sidoksilla muodostuneet ketjut liittyvät toisiinsa vetysidoksilla, syntyy selluloo-
san kuitumainen rakenne.[21] 
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Ligniini on kolmiolutteinen polymeeri, joka koostuu propyyli-fenoliyksköistä. Se sitoutuu 
hemiselluloosaan ja antaa puulle sen jäykkyyden. Ligniinin koostumus vaihtelee kasvista 
riippuen eikä sillä ole selvää rakennetta. Puun kuivapainosta ligniiniä on noin 20 – 30 %. 
[14,21,23] 
3.1.3 Hemiselluloosa 
Hemiselluloosa koostuu haaroittuneista polymeeriketjuista, joissa on lähinnä pentooseja 
(ksyloosia ja arabinoosia) ja heksooseja (glukoosia, mannoosia ja galaktoosia). Hemi-
selluloosa ei muodosta itseensä vetysidoksia niin kuin selluloosa, sen haaraisen raken-
teen vuoksi. Se voi kuitenkin muodostaa sidoksia muiden molekyylien esimerkiksi sellu-
loosan kanssa.[14,23] Kuumavesiuuton jälkeisissä jatkokäsittelyissä puuhydrolysaatista 
saadaan muun muassa happoja.[13] 
3.2 Tuntematon 
Tuntematon näyte on salassa pidettävä. Sen ominaisuuksista ei kerrota tässä työssä. 
4 Analyysitekniikka 
4.1 Nestekromatografia 
HPLC eli high performance liquid chromatography käytetään orgaanisten ja epäorgaa-
nisten yhdisteiden analysointiin. Sillä voidaan analysoida samanaikaisesti monta ainetta. 
Edellytyksenä on, että tutkittava näyte liukenee käytettävään eluenttiin. Myös
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suurikokoisten molekyylien, kuten proteiinien ja aminohappojen analysointi on mahdol-
lista nestekromatografialla.[1] 
Nestekromatografia-laitteistoon kuuluu injektori, pumppu, kolonni ja detektori. Näistä ko-






Kuva 2. Nestekromatografin rakenne[17] 
Näyte syötetään injektorin kautta kapillaariin, jossa korkeassa paineessa kulkeva neste-
faasi kuljettaa näytteen kolonniin. Eluentti virtaa tasaisena virtana kolonnin läpi. Tämä 
mahdollistetaan pumpulla, joka pumppaa eluenttia sykkeettömästi korkean paineen alai-
sena. Kolonnissa yhdisteet erottuvat jakautumalla eri tavoin stationäärifaasiin ja liikku-
vaan faasiin. Mitä kauemmin yhdisteet pidättäytyvät stationäärifaasiin, sitä myöhemmin 
ne saapuvat detektorille. Detektori mittaa yhdisteen antaman signaalin ajan funktiona. 
Näytteessä olevien yhdisteiden HPLC:lla saatavien signaalien pinta-aloja verrataan 
standardiliuosten signaalien pinta-aloihin, jolloin saadaan selville näytteessä olevien yh-
disteiden pitoisuus.[1,3,8,9] 
4.1.1 Eluentti 
Eluenttina käytettiin rikkihappoa. Ennen eluentin käyttöä siitä poistettiin ilma ultraääni-
hauteessa. Suodatus tapahtui samanaikaisesti pumpun pumpatessa eluenttia.
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Ennen varsinaista analyysikolonnia käytettiin esikolonnia. Esikolonni suojaa varsinaista 
analyyttistä kolonnia näytteiden sisältämiltä liukenemattomilta ja eluoitumattomilta kom-
ponenteilta. Tällöin analyyttisen kolonnin käyttöikä pitenee.[1]  
Happojen analysoinnissa käytettävä Varian MetaCarb 87H kolonni on suunniteltu orgaa-
nisten ja epäorgaanisten happojen analysointiin. Sen erotusmekanismina on ionieks-
kluusiokromatografia.[18]  
Ioniekskluusiokromatogarafiaa käytetään ionisoituvien ja neutraalien yhdisteiden erotta-
miseen. Siinä erottuminen tapahtuu sähköisten voimien avulla, ionien ja neutraalien mo-
lekyylien koon sekä niiden pidättyvyyteen kolonnin partikkeleihin. Stationäärifaasissa on 
varaus, johon neutraalit ja vastakkaismerkkiset ionit pidättyvät, jolloin niiden eteminen 
on hidasta. Saman merkkiset ionit eivät pidäty stationäärifaasiin vaan eluoituvat ensim-
mäisinä. Pienet ionit pidättäytyvät stationäärifaasin huokosiin, jolloin ne etenevät isoko-
koisia ioneja nopeammin.[2] 
4.1.3 Detektori 
Nestekromatografiassa ei ole yhtä hyvää yleisdetektoria, joten se pitää aina valita tutkit-
tavien yhdisteiden mukaan. Siinä voidaan myös käyttää useaa detektoria samaan ai-
kaan. Tässä menetelmässä käytetään UV- ja RI-detektoria.[1] 
UV-Vis spektrofotometrilla mitataan näytteen läpi kulkeneen säteilyn intensiteetin suhde 
aallonpituuden funktiona. Sen toiminta perustuu Lambert-Beerin lakiin.[1] 
Taitekerroindetektori eli RI-detektori mittaa detektorin läpi virtaavan liuoksen taiteker-
rointa. Liuoksessa olevien tutkittavien yhdisteiden tiheys ja lämpötila vaikuttavat taite
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kerroimeen. RI-detektori sopii kaikille yhdisteille, mutta sen haittapuolia ovat epäherk-
kyys ja häiriöalttius. Lisäksi sitä ei voi käyttää gradienttiajossa.[1] 
4.2 Kaasukromatokrafia 
Kaasukromatografiaa (GC eli gas chromatography) käytetään hajoamatta höyrystyvien 
yhdisteiden analysoimiseen. Siinä yhdisteiden erottuminen perustuu niiden erilaiseen ja-
kautumiseen liikkuvaan faasiin ja stationäärifaasiin. Stationäärifaasina on usein kiinteän 
faasin päällä oleva haihtumaton neste ja liikkuvana faasina on inertti kaasu, esimerkiksi 
vety tai helium. Yhdisteet eluoituvat usein kiehumisjärjestyksessä, mutta stationäärifaa-
sin ominaisuudet saattavat muuttaa eluoitumisjärjestystä.[1,2,6,7] 
Kaasukromatografia-laitteistoon kuuluu injektori, kolonni ja detektori. Kuvassa 3 on kaa-
viokuva kaasukromatografia-laitteistosta. 
 
Kuva 3. Kaaviokuva kromatografilaitteistosta.[10] 
Analysoitava näyte syötetään kuumaan injektoriin, jossa se höyrystyy. Kolonniin näyte 
siirtyy kantajakaasun mukana. Kolonni on kolonniuunissa, jonka lämpötilaa muuttamalla 
ajon aikana, saadaan kontrolloitua näytteessä olevien yhdisteiden jakaantumista stati-
onäärifaasin ja liikkuvan faasin välillä. Kolonnin jälkeen yhdisteet saapuvat detektorille, 
joka havaitsee ne.[1] 
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4.2.1 Liekki-ionisaatiodetektori  
Liekki-ionisaatiodetektori (FID eli flame ionization detector) on kaasukromatografiassa 
käytetty yleisdetektori. Tutkittavat yhdisteet muodostavat sähköisesti varattuja hiukkasia 
palaessaan hapekkaassa vetyliekissä. Detektori havaitsee muodostuneet varautuneet 
hiukkaset. Herkkyys pienenee, kun molekyylissä on happi-, fosfori-, typpi-, rikki-, tai ha-
logeeniatomeja ja se ei havaitse vettä, jalokaasuja eikä hiilidioksidia.[1,6] 
4.2.2 Menetelmiä orgaanisten happojen analysoimiseksi 
Näytteenkäsittely riippuu näytteestä. Yksinkertaisille/puhtaille näytteille riittää liuotus 
dikloorimetaaniin. 
Happojen määrittämiseen löydettiin kirjallisuudesta kolme GC ajo-ohjelmaa. Jokaisessa 
menetelmässä detektorina toimii FID. Kaksi menetelmää on polaarittomalla kolonnilla ja 
yksi on polaarisella kolonnilla. Kantajakaasuna toimii vety tai helium. Ensimmäisen pa-
rametrit ovat taulukossa 2. 
Taulukko 2. GC parametrit polaarittomalla kolonnilla[25] 
Ajoparametri  
kolonni Agilent J&W DB-624UI,30 m x 0,32 mm, 1.8 µm 
Split suhde 1:200 
Uuniohjelma 70 C° (1 min) - 20 C°/min -> 260 C°  
Injektorin lämpötila  250 C° 
Detektorin lämpötila 260 C° 
Kantajakaasu Vety 
Kaasun virtausnopeus 4,0 ml/min 
Injektiotilavuus 1 µl 
 
Menetelmää on käytetty etikka-, muurahais-, propioni- ja voihapon määrittämiseen. 
Toisen ajo-ohjelman parametrit ovat taulukossa 3. 
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Taulukko 3. GC ajoparametrit polaarittomalla kolonnilla[24] 
Ajoparametri  
Kolonni Supelco DB 1 (30 m x 0,25 mm)  
Split suhde 10:1 
Uuniohjelma 100 -> 150 C° 5 C°/min – 150 -> 280 C° 3 C°/min  
Injektorin lämpötila  100 C° 
Detektorin lämpötila 280 C° 
Kantajakaasu Helium  
Virtausnopeus  20 ml/min, kolonnissa (60 °C:ssa)1,5 ml/min 
Injektiotilavuus 1 µl 
  
Menetelmää on käytetty fumaari-, meripihka-, oksaali-, omena-, sitruuna- ja viinihapon 
määrittämiseen. 
 
Kolmannessa ajo-ohjelmassa lämpötilat ovat korkeimmat, joten se sopii hankalimmissa 
näytteissä olevien happojen analysoimiseen. Sitä on käytetty puuhydrolysaatin analysoi-
miseen. Ajoparametrit ovat taulukossa 4. 
Taulukko 4. GC ajoparametrit polaarisella kolonnilla[26] 
Ajoparametri  
Kolonni CP WAX 52 CB; 60M x x0,23 mm ID x 0,25 µm 
Split suhde splitless 
Uuniohjelma 35 C° (2 min) - 6 C°/min -> 100 C° - 15 C°/min -> 250 C° (10 min) 
Injektorin lämpötila 300 C° 
Detektorin lämpötila 300 C° 
Kantajakaasu Helium 
Kaasun virtausnopeus 2,0 ml/min, kolonnissa 1 ml/min 
Injektiotilavuus 0,4 µl 
 
Menetelmää on käytetty etikka- ja muurahaishapon määrittämisessä.
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Validoinnilla varmistetaan, että menetelmä sopii käyttötarkoitukseen. [4] Validointisuu-
reina tutkittiin lineaarisuutta, toteamis- ja määritysrajaa, spesifisyyttä ja selektiivisyyttä, 
täsmällisyyttä, tarkkuutta, herkkyyttä ja mittausepävarmuutta. 
Validoinnissa käytettävä reagenssit olivat analyysipuhtaita. Näytteenkäsittelynä oli vain 
näytteen laimennus veteen ja suodatus 0,45 µm membraanisuodattimella. 
5.1 Optimointi 
Alustavina ajoparametreina käytettiin jo käytössä olevaa muutaman hapon määrittämi-
sessä käytettävää menetelmää. Menetelmän kehitys aloitettiin määrittämällä happojen 
retentioajat. Hapot mitattiin ensin yksitellen, kun pitoisuus oli 1000 ppm. Sen jälkeen sa-
malla pitoisuudella samaan aikaan, jolloin nähtiin paremmin piikkien päällekkäisyydet. 
Resoluutiota parannettiin muuttamalla kolonniuunin lämpötilaa ja eluentin, rikkihapon 
vahvuutta. 
5.2 Toteamis- ja määritysraja 
Toteamisraja (LOD, limit of detection) on pienin analyysimenetelmällä havaittava pitoi-
suus, joka voidaan todeta luotettavasti tutkittavalle yhdisteelle. Toteamisraja lasketaan 
kaavalla 1. [4,11,12] 
LOD = µ𝐵 + 3S                                                     (1) 
µB= nollanäytteen tulosten keskiarvo 
S = nollanäytteen tulosten keskihajonta   
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Määritysraja (LOQ, limit of quantitation) on pienin analysoitavan analyytin pitoisuus, joka 
voidaan määrittää luotettavalla tarkkuudella ja täsmällisyydellä. Määritysraja lasketaan 
kaavan 2 avulla.[4,11,12]  
           𝐿𝑂𝑄 = µ𝐵 + 10𝑆                                           (2) 
µB = nollanäytteen tulosten keskiarvo                                                                       
S = nollanäytteen tulosten keskihajonta 
Toteamis- ja määritysraja määritettiin mittaamalla viisi rinnakkaisnäytettä useana eri päi-
vänä. Näytteenä käytettiin ultrapuhdasta vettä.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
5.3 Lineaarisuus ja mittausalue 
Menetelmän mittausalueella tarkoitetaan yleensä lineaarista mittausaluetta tai analyyt-
tistä toiminta-aluetta.[4] Standardisuoran tarkastelussa käytetään apuna pienimmän ne-
liösumman periaatteella tehtyä suoraa, jonka lineaarisuus on sitä parempi, mitä lähem-
pänä sen selitysaste (R2) on arvoa 1. Lineaarisuutta tarkastellaan myös residuaalikuvaa-
jan avulla, jossa residuaalit esitetään pitoisuuden funktiona. Residuaalit ovat mitattujen 
arvojen ja kuvaajalta saatujen arvojen erotuksia. Lineaarisella mittausalueella residuaalit 
ovat jakautuneet tasaisesti nollatason molemmin puolin.[4,5,12] 
Lineaarisuus määritettiin mittaamalla 9 eri pitoisuuksista standardiliuosta jokaisella mää-
ritettävällä hapolla pitoisuusalueella 10 – 10000 ppm. Fumaarihapolle tehtiin standardi-
liuokset vain välillä 10 – 5000 ppm, koska sen liukenevuus veteen on muita happoja 
pienempi. Standardit mitattiin kolmena eri päivänä kahdella rinnakkaismäärityksellä 
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5.4 Spesifisyys ja selektiivisyys 
Menetelmä on spesifinen, jos se antaa vasteen ainoastaan tutkittavalle yhdisteelle. Jos 
menetelmä antaa vasteen usealle yhdisteelle, mutta erottaa tutkittavan yhdisteen vas-
teen muiden näytematriisissa olevien yhdisteiden vasteista, se on selektiivinen. [4,12] 
Menetelmän spesifisyyden ja selektiivisyyden määrittämisessä verrataan tavallista stan-
dardisuoraa näytematriisiin valmistettuun standardisuoraan. Kun regressiosovituksen 
kulmakertoimet ovat samat (±5 %), voidaan olettaa, että ero syntyy matriisin alkuperäi-
sestä analyyttipitoisuudesta. Matriisi ei silloin aiheuta häiriötä eri pitoisuustasoilla. [5] 
Spesifisyys ja selektiivisyys määritettiin mittaamalla kerran kahdeksan näytteeseen val-
mistettua standardia. Standardien pitoisuusalue oli 10 - 5000 ppm. 
5.5 Täsmällisyys  
Täsmällisyys kertoo toisistaan riippumattomien tulosten vastaavuudesta ja satunnaisvir-
heestä. [4,13] Täsmällisyys määritettiin MUkit-ohjelmalla. 
Täsmällisyyttä tutkittiin toistotarkkuuskokeilla mittaamalla useana päivänä kontrollinäyt-
teitä. Ne olivat itse valmistettuja happostandardeja, joiden pitoisuus oli 1000 ppm. Lisäksi 
mitattiin näytteitä kahdella eri pitoisuudella kahtena rinnakkaisnäytteenä useana päi-
vänä. Näytteet olivat laimentamattomia ja 10 x laimennettuja. 
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5.6 Tarkkuus  
Menetelmän tarkkuus kuvaa mittaustuloksen ja oikean arvon lähekkäisyyttä. Se kertoo 
menetelmän satunnaisvirheen ja systemaattisen virheen. Tarkkuus määritetään MUkit-
ohjelmalla saantokokeiden tuloksista, jotka lasketaan kaavan 3 mukaisesti. 
Saantokkokeet tehtiin kahteen eri pitoiseen näytteeseen kahdella eri pitoisella lisäyk-
sellä. Näytteinä käytettiin laimentamatonta ja 10 laimennettua näytettä. Lisätyt pitoisuu-




∗ 100 %   (3) 
R = saanto- % 
C = lisätty pitoisuus (tunnettu) 
S = näytteen alkuperäinen pitoisuus (mitattu) 
U = lisäyksen sisältävän näytteen pitoisuus (mitattu) 
5.7 Herkkyys 
Herkkyydessä katsotaan, kuinka hyvin menetelmä havaitsee näytepitoisuuksien pienet 
vaihtelut. Herkkyys määritetään pienimmän neliösumman menetelmällä saadun lineaa-
risen mittausalueen kulmakertoimen arvosta.[4,5,11] 
5.8 Mittausepävarmuus  
Mittausepävarmuudella katsotaan valitulla todennäköisyydellä todellisen arvon olevan 
tiettyjen raja-arvojen välillä.[4,5,11] Mittausepävarmuus määritettiin MUkit-ohjelmalla.
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Sen määrittämiseksi analysoitiin kontrollinäytteitä, rutiininäytteitä rinnakkaisnäytteineen 
ja saantokokeita, mitä analysoitiin täsmällisyyden ja tarkkuuden määrittämiseksi. 
MUkit (Measurement Uncertainty Kit) on tietokoneohjelma mittausepävarmuuden arvi-
ointiin. Se on tarkoitettu laboratoriokäyttöön ja sen laskenta perustuu Nordtest TR 537 – 
raporttiin.[16] 
6 Tulokset 
Tuloksissa ei ole otettu huomioon selvästi poikkeavia arvoja. 
6.1 Optimointi 
Laitteen optimoinnin jälkeen saadut ajoparametrit ovat taulukossa 5. 
Taulukko 5. Happojen määrityksessä käytetty laitteisto ja ajoparametrit. 
Analyysilaitteisto HPLC Hewlet Packard Series 1100 
Kolonni MetaCarb 87H 300 x 7,8mm 
Detektorit UV 210 nm ja RI 
Injektiotilavuus, µl 10 
Virtausnopeus, ml/min 0,6 
Kolonninlämpötila, °C 35 
RI detektorin lämpötila, °C 35 
Eluentti 15 mM H2SO4 
Ajoaika, min 60 
Määritettävien happojen retentioajat ovat eluoitumisjärjestyksessä taulukossa 6. 
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Taulukko 6. Happojen retentioajat eluoitumisjärjestyksessä 
 Happo UV (min) RI (min) 
1.  Oksaalihappo 7,7 8,3 
2.  Glukuronihappo 8,7 9,2 
3.  Sitruunahappo 9,1 9,6 
4.  Galakturonihappo 9,5 10,0 
5.  Viinihappo 9,8 10,3 
6.  Maleiinihappo 10,8 11,3 
6. Omenahappo 10,8 11,3 
7.  Askorbiinihappo 11,2 11,7 
8.  Malonihappo 11,6 12,2 
9.  Meripihkahappo 13,5 14,1 
10.  Maitohappo 14,0 14,6 
11.  Muurahaishappo 15,4 16,0 
12.  Etikkahappo 16,8 17,4 
13.  Fumaarihappo 18,0 18,6 
14.  Levuliinihappo 19,3 19,9 
15.  Propionihappo 20,0 20,6 
16.  Voihappo 25,1 25,7 
Kuvassa 4 on kromatogrammi UV-detektorilla happojen retentoitumisesta. 
 
Kuva 4. Happojen retentoituminen UV-detektorilla (210 nm), kun kolonninlämpötila 35 °C ja vir-
tausnopeus oli 0,6 ml/min ja eluenttina käytettiin 15 mM rikkihappoa.
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Happojen retentoituminen RI-detektorilla näkyy kromatogrammissa kuvassa 5. 
 
Kuva 5. Happojen retentoituminen RI-detektorilla, kun kolonninlämpötila 35 °C ja virtausnopeus 
oli 0,6 ml/min ja eluenttina käytettiin 15 mM rikkihappoa. 
6.2 Toteamis- ja määritysraja 
Toteamis- ja määritysrajat UV ja RI detektorille laskettiin kaavojen 1 ja 2 avulla nolla-
näytteiden mittaustuloksista. Menetelmän toteamisrajaksi saatiin UV detektorilla 0,7 ppm 
ja määritysrajaksi 2,3 ppm. RI-detektorilla toteamisraja oli 0,8 ppm ja määritysraja oli 2,5 
ppm. 
6.3 Lineaarinen mittausalue 
Kunkin hapon piikkien pinta-aloista laskettiin keskiarvo ja muodostettiin kuvaaja pinta-
ala hapon pitoisuuden funktiona. UV-detektorilla saadut kuvaajat ovat kuvassa 6.
17 




Kuva 6. Happojen standardisuorat UV-detektorilla 
RI-detektorilla mitattujen happojen standardisuorien kuvaajat ovat kuvassa 7.
y = 11213x - 49,599
R² = 0,9999
y = 442,36x + 2,9431
R² = 0,9999
y = 991,84x - 26,104
R² = 0,9998
y = 287.04x - 5.1905
R² = 0.9993
y = 1419,8x + 33,017
R² = 0,9998
y = 73029x + 218.19
R² = 0.9999
y = 6396,5x - 775,42
R² = 0,9992
y = 1436,7x - 69,576
R² = 0,999
y = 532,66x + 8,0058
R² = 0,9997
y = 625,28x + 27,943
R² = 0,9995
y = 948,18x + 9,4057
R² = 0,9999
y = 539,05x + 5,5581
R² = 1
y = 119288x + 213,6
R² = 1
y = 298,08x - 10,063
R² = 0,9997
y = 548,1x + 23,199
R² = 0,9995


































Kuva 7. Happojen standardisuorat RI-detektorilla 
Happojen lineaariset mittausalueet UV- ja RI-detektorilla residuaalien avulla on koottu 






y = 104919x + 2455,9
R² = 0,9999
y = 74835x + 7795,6
R² = 0,9991
y = 101314x + 1496,7
R² = 0,9999
y = 104985x + 153,68
R² = 0,9999
y = 205945x + 4053,4
R² = 0,9998
y = 129452x + 463,44
R² = 0,9984
y = 94560x - 17224
R² = 0,9981
y = 120665x - 4634,3
R² = 0,9994
y = 83912x + 833,43
R² = 0,9998
y = 89772x + 4954,4
R² = 0,9994
y = 50891x + 590,25
R² = 0,9999
y = 64962x - 28,315
R² = 1
y = 126767x + 6898,5
R² = 0,9981
y = 91569x - 351,73
R² = 0,9997
y = 94578x - 3016,5
R² = 0,9999































   
 
  






Oksaalihappo 10–5000 10–10 000 
Glukuronihappo 10–10 000 10–10 000 
Sitruunahappo 10–10 000 10–5000 
Galakturonihappo 10–10 000 10–5000 
Viinihappo 10–10 000 10–5000 
Maleiinihappo 10–500 10–10 000 
Askorbiinihappo 10–10 000 100–10 000 
Malonihappo 10–5000 10–5000 
Meripihkahappo 10–10 000 10–10 000 
Maitohappo 10–10 000 10–10 000 
Muurahaishappo 10–10 000 10–10 000 
Etikkahappo 10–10 000 10–10 000 
Fumaarihappo 10–500 10–5000 
Levuliinihappo 10–10 000 10–10 000 
Propionihappo 10–10 000 10–10 000 
Voihappo 10–10 000 10–10 000 
Menetelmä on lineaarinen lähes kaikilla hapoilla molemmilla detektoreilla 9 pisteen ka-
librointisuoralla pitoisuusalueella 10 – 10000 ppm. Suurimmat poikkeukset tekevät 
fumaari-, askorbiini- ja maleiinihappo. 
6.4 Spesifisyys ja selektiivisyys 
Detektorien antamista vasteista muodostettiin hapoille kuvaajat pinta-ala pitoisuuden 
funktiona. Standardisuorat ovat kuvioissa 6 ja 7. Standardinlisäyssuoran kuvaajat ovat 
liitteessä 2.  Standardisuorien kulmakertoimista laskettiin niiden prosentuaaliset erot, 
jotka ovat taulukossa 8. 
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UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) 
Oksaalihappo -14 13 -13 16 -12 19 
Glukuronihappo 17 14 16 13 15 11 
Sitruunahappo 9 6 11 9 12 10 
Galakturonihappo 18 10 18 11 22 11 
Viinihappo 5 -1 9 1 11 4 
Maleiinihappo 1 -90 0 5 7 12 
Askorbiinihappo 9 7 13 9 2 -10 
Malonihappo 12 9 17 15 19 19 
Meripihkahappo 2 3 2 4 1 2 
Maitohappo 1 2 2 3 0 4 
Muurahaishappo 2 6 2 6 -31 6 
Etikkahappo 3 4 3 4 5 7 
Fumaarihappo 1 3 12 5 2 7 
Levuliinihappo 250 9 250 2 240 3 
Propionihappo -1 -1 4 9 3 3 
Voihappo 0 0 1 0 2 2 
Alle 5 % standardisuorien erot on merkitty taulukkoon vihreällä. Menetelmä on erittäin 
selektiivinen molemmilla detektoreilla meripihka-, maito- ja voihappoa analysoitaessa, 
standardisuorien ero oli alle 5 %. Menetelmä on selektiivinen levuliinihappoa analysoita-
essa vain RI-detekrorilla. UV-detektorilla näytematriisi häiritsee analysointia erittäin pal-
jon, ero oli yli 200 %. Oksaali-, glukuroni-, galakturoni- ja malonihapolla standardsuorien 
ero oli molemmilla detektoreilla yli 10 %:n.  
6.5 Täsmällisyys  
Kontrollinäytteiden- ja oikeiden näytteiden toistomittauksista saadut tulokset syötettiin 
MUkit – ohjelmaan, joka laski mittaustulosten satunnaisvirheet. MUkit – ohjelman anta-
mat tulokset ovat taulukossa 9.  
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UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) 
Oksaalihappo 0,1 1,6 0,1 1,6 0,1 1,6 
Glukuronihappo 0,6 1,4 0,5 1,6 0,6 1,4 
Sitruunahappo 1,1 1,9 1,1 1,9 1,1 1,9 
Galakturonihappo 1,5 3,5 1,5 3,5 1,5 3,5 
Viinihappo 1,0 2,8 9,2 1,4 1,0 2,6 
Maleiinihappo 5,5 3,6 8,4 5,0 2,2 3,6 
Askorbiinihappo 18,3 9,2 20,7 9,2 14,6 9,2 
Malonihappo 6,9 2,7 8,5 7,2 2,1 0,7 
Meripihkahappo 4,9 4,7 15,2 3,6 1,6 2,5 
Maitohappo 8,3 7,3 8,3 5,6 8,5 7,8 
Muurahaishappo 1,9 2,1 2,7 1,9 3,4 4,1 
Etikkahappo 2,1 2,7 1,6 2,8 2,5 2,6 
Fumaarihappo 3,6 0,7 5,8 0,7 1,5 0,7 
Levuliinihappo 4,1 3,0 4,7 4,6 3,4 3,0 
Propionihappo 13,7 1,6 15,8 1,6 14,8 4,0 
Voihappo 1,1 0,7 3,5 0,7 7,4 1,8 
MUkit-ohjelma laski täsmällisyyden seuraavan kaavan mukaisesti: 
𝑢(𝑅𝑤)(%) = √𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑖𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑖𝑑𝑒𝑛 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖ℎ𝑎𝑗𝑜𝑛𝑡𝑎2 + 𝑜𝑖𝑘𝑒𝑖𝑑𝑒𝑛 𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑖𝑑𝑒𝑛 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖ℎ𝑎𝑗𝑜𝑛𝑡𝑎2 
Menetelmä on erittäin täsmällinen, sillä sitä kuvaava mittaustulosten keskihajonta on 
pieni suurimmaksi osaksi alle 5 %:n. Suurimman poikkeuksen tekevät askorbiini- ja pro-
pionihappo UV-detektorilla. Niillä suhteellinen keskihajonta oli yli 10 %.  
6.6 Tarkkuus  
Menetelmän tarkkuus määritettiin MUkit-ohjelmalla saantokokeiden tuloksista, jotka las-
kettiin kaavalla 3. Saantokokeiden tulosten keskiarvot ovat liitteessä 3. MUkit -ohjelman 
antamat tulokset on koottu taulukkoon 10.
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UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) 
Oksaalihappo 5 12 6 10 7 9 
Glukuronihappo 25 26 23 28 17 17 
Sitruunahappo 13 13 11 14 8 5 
Galakturonihappo 18 94 11 8 10 4 
Viinihappo 19 32 12 27 9 6 
Maleiinihappo 19 12 44 45 39 8 
Askorbiinihappo 43 34 28 33 21 35 
Malonihappo 15 31 8 13 5 4 
Meripihkahappo 19 11 6 11 5 4 
Maitohappo 16 14 12 15 4 4 
Muurahaishappo 10 18 18 14 3 4 
Etikkahappo 9 10 8 11 4 5 
Fumaarihappo 65 6 54 6 58 5 
Levuliinihappo 28 8 120 6 207 3 
Propionihappo 13 5 23 6 12 4 
Voihappo 4 3 4 4 3 3 
MUkit-ohjelma laski tarkkuuden seuraavien kaavojen mukaisesti: 
𝑢(𝐶𝑠𝑎𝑎𝑛𝑡𝑜) = √𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑖𝑙𝑖𝑢𝑜𝑘𝑠𝑒𝑛 𝑒𝑝ä𝑣𝑎𝑟𝑚𝑢𝑢𝑠2 + 𝑝𝑖𝑝𝑒𝑡𝑜𝑖𝑛𝑡𝑖𝑒𝑝ä𝑣𝑎𝑟𝑚𝑢𝑢𝑠2 
𝑅𝑀𝑆𝑏𝑖𝑎𝑠 (%) = √
∑ (100% − 𝑠𝑎𝑎𝑛𝑡𝑜)2𝑁𝑖=1
𝑁
 
𝑢(𝑏𝑖𝑎𝑠) (%) = √𝑅𝑀𝑆𝑏𝑖𝑎𝑠
2 + 𝑢(𝐶𝑠𝑎𝑎𝑛𝑡𝑜)
2 
Menetelmä on tarkka molemmilla detektoreilla mitattaessa ainoastaan voihappoa mää-
ritettäessä, sillä systemaattinen virhe on alle 4 %:n. Muilla hapoilla arvot on välillä 2,9 – 
120,2 %. Tuntemattomalla näytteellä tarkkuus on parempi kuin puuhydrolysaateilla. Tun-
temattomalla näytteellä systemaattinen virhe on molemmilla detektoreilla pääasiassa lä-
hellä 5 %:a.  
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Menetelmän herkkyys saatiin selville standardisuorien kulmakertoimesta. Standardisuo-
rat ovat kuviossa 6 ja 7. Menetelmän herkkyydet UV- ja RI-detektorilla on merkitty tau-
lukkoon 11. 
Taulukko 11. Menetelmän herkkyydet UV- ja RI-detektorilla 
Happo UV (1/ppm) RI (1/ppm) 
Oksaalihappo 11,2 105,0 
Glukuronihappo 0,4 75,0 
Sitruunahappo 1,0 101,0 
Galakturonihappo 0,3 105,0 
Viinihappo 1,4 206,0 
Maleiinihappo 73,0 130,0 
Askorbiinihappo 6,4 96,0 
Malonihappo 1,4 121,0 
Meripihkahappo 0,5 84,0 
Maitohappo 0,6 90,0 
Muurahaishappo 1,0 51,0 
Etikkahappo 0,5 65,0 
Fumaarihappo 120,0 128,0 
Levuliinihappo 0,3 92,0 
Propionihappo 0,6 95,0 
Voihappo 0,5 94,0 
UV-detektorilla herkkyys oli lähes kaikilla hapoilla alle 1 1/ppm. Suurimman poikkeuksen 
teki fumaarihappo, jonka herkkyys oli 120 1/ppm. RI-detektorilla herkkyys vaihteli eri ha-
poilla 50 - 210 1/ppm välillä. 
6.8 Mittausepävarmuus 
Mittausepävarmuus määritettiin MUkit-ohjelmalla täsmällisyys- ja tarkkuustulosten 
avulla. Ohjelmalla saadut tulokset ovat taulukossa 12. 
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UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) UV (%) RI (%) 
Oksaalihappo 11 24 12 21 14 19 
Glukuronihappo 51 52 46 56 35 35 
Sitruunahappo 27 26 23 29 17 12 
Galakturonihappo 36 190 23 17 21 12 
Viinihappo 38 64 31 54 18 13 
Maleiinihappo 41 25 90 90 79 19 
Askorbiinihappo 94 71 69 69 51 72 
Malonihappo 34 63 23 30 11 8 
Meripihkahappo 39 24 33 23 10 9 
Maitohappo 37 33 30 32 19 18 
Muurahaishappo 21 36 36 29 9 12 
Etikkahappo 19 21 17 22 9 11 
Fumaarihappo 130 13 110 12 120 11 
Levuliinihappo 57 18 240 16 410 9 
Propionihappo 38 12 56 12 39 11 
Voihappo 8 7 11 8 16 7 
Mittausepävarmuus oli UV-detektorilla välillä 8 – 415 % ja RI-detektorilla 7 – 201 %. 
Pienin mittausepävarmuus saatiin voihapolle molemmilla detektorilla. Huonoimmat mit-
tausepävarmuudet tulivat askorbiini-, glukuroni- ja maleiinihapolle.  
7 Päätelmät 
Alussa määritettäviä happoja oli 17. Omenahappo jätettiin kuitenkin pois, koska se eluoi-
tui maleiinihapon kanssa samaan aikaan. Tämä pitää huomioida maleiinihappoa määrit-
täessä.  
Ajoaika riippuu tutkittavasta näytteestä. Validoinnissa käytetyillä näytteillä ajon vähim-
mäisaika oli 60 minuuttia. Happojen standardisuoria ajettaessa analyysiaika oli 30 mi-
nuuttia, sillä viimeisenä eluoituvan voihapon retentioaika oli noin 25 minuuttia.
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Laskennalliset toteamis- ja määritysrajat olivat pieniä. Käytännössä lineaarisen mittaus-
alueen pienintä pitoisuutta, 10 ppm, voidaan pitää toteamis- ja määritysrajana. 
Fumaari- ja maleiinihapon pitoisuuden noustessa yli 500 ppm UV-detektori ei pystynyt 
luotettavasti mittaamaan, jolloin pisteet alkoivat muodostaa käyrää. Askorbiinihappo oli 
lineaarinen RI-detektorilla välillä 100 -10000 ppm. Muilla hapoilla lineaarinen mittausalue 
alkoi 10 ppm:stä. Askorbiinihapolla se alkaa vasta 100 ppm:ssä, koska askorbiinihappo 
muodosti pienen piikin, jota ei havaita pienemmillä pitoisuuksilla sen vieressä olevien 
suurien piikkien takia.  
Täsmällisyyden tulokset olivat hyviä. Hyviin tuloksiin vaikutti se, että näytteissä ei ollut 
kaikkia määritettäviä happoja.  
Huono tarkkuus johtuu huonoista saantoprosenteista, joihin vaikuttaa näytematriisi ja 
huonosta retentoitumisesta johtuva huono integrointi. Voihapolla ongelmaa ei ole havait-
tavissa. 
Suuriin mittausepävarmuuksiin vaikutti eniten saantokokeiden huonot saantoprosentit. 
Siihen vaikutti myös lisätyn standardiliuoksen pitoisuuden epävarmuus sekä pipetoin-
nista ja integroinnista aiheutuva epävarmuus. 
8 Yhteenveto 
HPLC analyysimenetelmä happojen määrittämiseksi vaatii vielä lisää kehittämistä, jotta 
kaikkien 16 hapon analysoiminen olisi luotettavaa. Menetelmästä pitäisi saada tarkempi 
ja täsmällisempi. Lisäksi mittausepävarmuus pitäisi saada pienemmäksi. Menetelmää 
voidaan kuitenkin käyttää joidenkin happojen, esimerkiksi voihapon, analysoimiseen. 
Piikkien päällekkäisyys aiheuttaa huonoja saantoprosentteja ja siten huonoa tarkkuutta 
ja mittausepävarmuutta. Parempi erottuminen parantaisi menetelmän luotettavuutta.
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Tämä huomataan esimerkiksi voihapon tuloksissa, sillä sen piikki on selvästi erillään 
muiden happojen piikeistä. Voihapon integroiminen on siten luotettavaa. Retentiota voisi 
parantaa pidentämällä kolonnia ja lisäämällä virtausnopeutta. Samalla lämpötilaa pitäisi 
nostaa, jotta kolonnin paineensietokyky ei ylittyisi.  
Täsmällisyyttä ja tarkkuutta voisi parantaa lisäämällä menetelmään toimiva näytteenkä-
sittely. Menetelmään vaikuttaa näytteissä olevat epäpuhtaudet, sillä hapoilla, joita ei 
näytteissä ollut, sai huonoja saantoprosentteja. Näytematriisin vaikutus huomataan 
myös spesifisyyden ja selektiivisyyden tuloksissa. 
UV- ja RI-detektorit havaitsevat kaikki hapot validoinnissa käytetyistä näytteistä. Tulok-
sissa ei näy selkeästi mikäli toinen detektoreista olisi yleisesti ottaen parempi happoja 
analysoitaessa. Detektori pitää kuitenkin valita joillekin hapoille erikseen, esimerkiksi 
levuliinihapon mittaukseen sopii paremmin RI- kuin UV-detektori.  
GC:lle löydettiin kirjallisuudesta kolme erilaista ajo-ohjelmaa happojen määrittämiseksi. 
Lähteiden mukaan menetelmillä on analysoitu vain muutamaa happoa. Useamman ha-
pon analysoiminen voi myös olla mahdollista. Näytteenkäsittely pitää valita tutkittavan 
näytteen mukaan. 
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Happojen standardinlisäyssuorat UV- ja RI-detektorilla mitattuna 
 
y = 9676,6x + 895,98
R² = 0,9929
y = 524,73x + 13,98
R² = 0,9996
y = 1052,6x + 11,661
R² = 0,9998
y = 352,56x - 9,8964
R² = 0,9991
y = 1527,3x + 36,751
R² = 0,9997
y = 73942x + 182,16
R² = 1
y = 6994x - 966,87
R² = 0,995
y = 1606,2x + 15,006
R² = 0,995
y = 560,99x + 19,525
R² = 0,9996
y = 656,48x + 14,151
R² = 0,9999
y = 978,12x + 25,892
R² = 0,9996
y = 560,4x + 2,0339
R² = 0,998
y = 120950x + 104,56
R² = 1
y = 963,35x + 0,1015
R² = 0,984
y = 529,19x + 76,057
R² = 0,9905






























y = 119768x - 1497,9
R² = 0,9993
y = 88731x + 1277,8
R² = 0,9994
y = 107326x + 13,061
R² = 0,9998
y = 482346x + 63971
R² = 0,9772
y = 204555x + 61887
R² = 0,9986
y = 125799x + 73729
R² = 0,9976
y = 415378x + 33166
R² = 0,9799
y = 131435x + 499,2
R² = 0,9991
y = 88561x - 6,2013
R² = 0,9997
y = 95230x + 2038,9
R² = 0,9998
y = 54823x - 135,46
R² = 0,9993
y = 68253x + 59,318
R² = 0,9979
y = 131109x + 145,63
R² = 0,9998
y = 102211x - 1456,1
R² = 0,9982
y = 173105x - 752,44
R² = 0,9809


































y = 9762,5x + 849,02
R² = 0,9943
y = 519,71x + 13,369
R² = 0,9998
y = 1075x - 5,3937
R² = 0,9997
y = 350,53x - 11,783
R² = 0,9992
y = 1576,5x - 1,1877
R² = 0,9997
y = 72962x + 262,83
R² = 0,9999
y = 13517x - 1204,4
R² = 0,9577
y = 1675,3x - 46,318
R² = 0,9971
y = 560,73x + 2,9162
R² = 0,9999
y = 663,38x - 4,0344
R² = 0,9996
y = 978,52x + 0,9747
R² = 0,9993
y = 559,9x - 6,7843
R² = 0,9993
y = 115679x + 99,965
R² = 1
y = 939,18x - 10,928
R² = 0,9908
y = 554,6x + 66,211
R² = 0,9921
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y = 122631x - 4376,9
R² = 0,9994
y = 87711x + 1673,3
R² = 0,9998
y = 110188x - 2312,5
R² = 0,9995
y = 485414x + 70637
R² = 0,9789
y = 208664x + 22044
R² = 0,9996
y = 127981x + 25823
R² = 0,9986
y = 422774x + 30807
R² = 0,9733
y = 138109x - 7074,3
R² = 0,998
y = 89586x - 2871,6
R² = 0,9994
y = 95928x - 786,1
R² = 0,9997
y = 54753x - 1723,7
R² = 0,9988
y = 68013x - 912,59
R² = 0,9991
y = 132949x - 1145,2
R² = 0,9999
y = 96137x + 31,643
R² = 0,9984
y = 101764x - 6327,6
R² = 0,9985
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y = 9834,1x + 1175,1
R² = 0,9909
y = 515,25x + 18,67
R² = 0,9998
y = 1089,3x + 11,428
R² = 0,9997
y = 363,47x - 8,079
R² = 0,9995
y = 1615,8x + 25,269
R² = 0,9998
y = 78449x - 245,63
R² = 0,9995
y = 6544,1x - 925,52
R² = 0,9952
y = 1712,9x - 72,024
R² = 0,9995
y = 551,59x + 18,279
R² = 0,9989
y = 651,98x - 19,945
R² = 0,9954
y = 663,36x + 17,963
R² = 0,9995
y = 571,3x + 0,4381
R² = 1
y = 121273x + 89,174
R² = 0,9999
y = 929,86x - 6,9782
R² = 0,9975
y = 552,58x + 75,562
R² = 0,9923






























y = 125863x + 172,83
R² = 0,9998
y = 86429x + 5287,9
R² = 0,9985
y = 110968x + 624,43
R² = 1
y = 116965x + 879,61
R² = 0,9994
y = 213602x + 10437
R² = 0,999
y = 135930x + 7846,8
R² = 0,9987
y = 248893x + 184,31
R² = 0,938
y = 143625x - 6339,4
R² = 0,9994
y = 87988x + 787,8
R² = 0,9998
y = 96748x + 1743,4
R² = 0,999
y = 54883x + 345,75
R² = 1
y = 69980x + 269,8
R² = 1
y = 135092x + 970,72
R² = 0,9999
y = 97297x - 457,84
R² = 0,9996
y = 95676x + 197,95
R² = 0,9999





































UV (%) RI (%) 
Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm 
X1 X10 X1 X10 X1 X10 X1 X10 
Oksaalihappo 45 105 65 95 138 132 113 113 
Glukuronihappo 145 135 135 120 231 142 175 122 
Sitruunahappo 130 115 108 107 150 116 120 106 
Galakturonihappo 154 125 133 114    90 
Viinihappo 146 119 120 108 226 304 130 218 
Maleiinihappo 164 160 120 122 213 213 103 254 
Askorbiinihappo 35 47 48 64  70 349 62 
Malonihappo 165 65 108 88 90 153 64 132 
Meripihkahappo 172 128 162 111 154 118 112 86 
Maitohappo 163 137 137 115 147 136 110 113 
Muurahaishappo 148 131 111 108 175 136 126 114 
Etikkahappo 130 131 92 108 143 139 100 115 
Fumaarihappo 173 169 139 138 117 106 106 100 
Levuliinihappo 348 352 291 125 128 135 89 115 
Propionihappo 120 114 111 124 114 100 100 96 
Voihappo 96 104 96 97 109 101 97 97 
Liite 3 





UV (%) RI (%) 
Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm 
X1 X10 X1 X10 X1 X10 X1 X10 
Oksaalihappo 90 108 84 97 115 117 110 107 
Glukuronihappo 138 131 124 120 108 130 136 118 
Sitruunahappo 118 114 102 105 122 113 102 104 
Galakturonihappo 133 112 115 111 122 90  92 
Viinihappo 128 115 112 108 183 155 151 126 
Maleiinihappo 161 162 121 121 186 209 145 149 
Askorbiinihappo 50 68 47 73 274 63  66 
Malonihappo 125 114 105 108 43 120 108 106 
Meripihkahappo 144 92 127 85 120 125 106 83 
Maitohappo 132 115 109 103 138 102 107 104 
Muurahaishappo 138 121 109 108 131 118 109 110 
Etikkahappo 142 115 95 104 116 121 100 108 
Fumaarihappo 169 172 140 142 106 106 103 114 
Levuliinihappo 292 167 276 240 105 112 94 91 
Propionihappo 118 128 123 120 106 101 96 93 










UV (%) RI (%) 
Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm Lisäys 500 ppm Lisäys 1000 ppm 
X1 X10 X1 X10 X1 X10 X1 X10 
Oksaalihappo 111 106 95 97 118 102 102 104 
Glukuronihappo 135 124 120 116 132 110 117 112 
Sitruunahappo 116 108 98 101 113 95 98 99 
Galakturonihappo 126 114 114 110 112 91 100 98 
Viinihappo 120 113 107 102 116 96 102 98 
Maleiinihappo 162 160 117 122 118 111 99 104 
Askorbiinihappo 76 67 80 84 61 48 65 69 
Malonihappo 107 110 116 105 105 91 97 98 
Meripihkahappo 115 104 97 93 107 91 98 91 
Maitohappo 106 99 89 95 111 91 95 97 
Muurahaishappo 106 101 98 96 112 92 103 101 
Etikkahappo 105 104 92 98 109 94 97 102 
Fumaarihappo 181 173 142 142 112 112 105 104 
Levuliinihappo 327 323 302 308 103 87 97 96 
Propionihappo 141 115 119 112 104 86 95 83 
Voihappo 104 99 92 95 103 88 95 96 
 
